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Resumo 
Eucalyptus grandis é uma das espécies, dentro do género Eucalyptus, com maior interesse 
económico a nível mundial. A transformação genética em Eucalyptus pode contribuir para a 
introdução de caracteres de interesse económico, que permitam melhorar a produtividade e 
qualidade da madeira e outros produtos, ou conferir resistência a pragas, doenças ou 
condições ambientais. Os sistemas de transformação requerem um sistema de regeneração 
de plantas in vitro eficiente, via embriogénese somática ou organogénese. Neste trabalho, 
para obtenção de embriogénese somática, foram estudadas mais de 30 condições 
diferentes a partir de explantes foliares, caulinares (entrenós) e radiculares. Embora não se 
tenham obtidos embriões somáticos, alguns tratamentos apresentaram organogénese de 
raízes (os melhores resultados obtiveram-se em 2 e 3 mg/L de NAA). A regeneração por 
organogénese foi testada em 10 condições diferentes, com sucesso em 80% dos 
tratamentos (obtenção de gemas adventícias e plântulas). Os melhores resultados foram 
obtidos nas combinações BA (2mg/L) e NAA (1mg/L), em meio WPM, e BA (2mg/L) e NAA 
(0,5mg/L), em meio MS. O isolamento das plântulas regeneradas em condições de 
crescimento apical e, posteriormente, em condições de enraizamento, resultou na obtenção 
de plantas completas de Eucalyptus grandis. Procedeu-se também à transformação de 
explantes foliares com a estirpe EHA105 de Agrobacterium tumefaciens que, resultou na 
regeneração de raízes, quando submetidos a meio de selecção (10mg/L de canamicina) 
suplementado com 2mg/L de NAA (indução da organogénese de raízes). A eficiência de 
transformação, pelo protocolo apresentado neste trabalho, é de 2,3%. Quando submetidas a 
microscopia de epifluorescência (λex=480/40nm) as raízes regeneradas a partir de explantes 
infectados emitiram fluorescência, confirmando a expressão de GFP nas raízes regeneradas 
transgénicas. 
 
Palavras-chave: Embriogénese somática, organogénese, transformação genética, 
Agrobacterium tumefaciens, expressão de GFP, Eucalyptus grandis. 
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Abstract 
Eucalyptus grandis is one of the species, within the Eucalyptus genus, with most significant 
economical importance worldwide. Genetic transformation in Eucalyptus may contribute to 
increase productivity by the introduction of desirable traits, such as pest resistance and 
improvement of wood quality. However, the prerequisite for the success of the transformation 
strategy is the establishment of an efficient in vitro regeneration system, either through 
somatic embryogenesis or organogenesis. In this work over 30 different conditions were 
studied, in order to achieve somatic embryogenesis, while using leaves, roots and internodal 
segments as explants. Although the production of somatic embryos wasn’t successful, some 
treatments showed root organogenesis (best results achieved with 2 and 3mg/L of NAA). 
Plant regeneration through organogenesis was tested in 10 different conditions, with 80% of 
these being successful (induction of adventitious shoots and plantlets conversion). The best 
organogenesis results were reported with the combination of BA (2mg/L) plus NAA (1mg/L), 
in WPM medium, and BA (2mg/L) plus NAA (0,5mg/L), in MS medium. The isolation of 
regenerated plantlets on shoot growth and rooting medium allowed the regeneration of 
Eucalyptus grandis whole plants. Transformation of leaf explants was achieved using the 
EHA105 strain of Agrobacterium tumefaciens, resulting in root regeneration, when submitted 
to a selection medium (10mg/L of kanamycin) supplemented with 2mg/L of NAA (root 
organogenesis induction medium). With the protocol described in this work, the 
transformation efficiency was 2,3%. When submitted to epifluorescence microscopy 
(λex=480/40nm), the regenerated roots, derived from infected explants, emitted green 
fluorescence, thus confirming GFP expression in the regenerated transgenic roots. 
 
Key words: Somatic embryogenesis, organogenesis, genetic transformation, Agrobacterium 
tumefaciens, GFP expression, Eucalyptus grandis. 
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Abreviaturas 
2,4-D - Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
ABA - Ácido abcísico 
BAP - 6-benzilaminopurina 
DNA - Ácido desoxirribonucleico 
dNTPs - Desoxirribonucleósidos trifosfatados 
DTT - Ditiotreitol 
EDTA - Ácido etilenodiaminotetracético 
EHA105 - Estirpe de Agrobacterium tumefaciens utilizada 
ES - Embriogénese somática 
GFP - Proteína verde fluorescente (“Green fluorescent protein”) 
gfp - Gene que codifica a proteína fluorescente verde (GFP) 
gus - Gene que codifica a enzima β-glucuronidase 
GUS - Enzima β-glucuronidase 
IBA - Ácido indol-3-butírico 
Kb - Quilobase ou 1000 pares de bases 
LB - Meio Luria Broth  
Mbp - Mega pares de bases (“Mega base pairs”) ou um milhão de pares de bases 
MS - Meio de cultura Murashige and Skoog 
MS/2 - Meio de cultura Murashige and Skoog com 50% de força 
NAA - Ácido naftaleno-acético 
nptII- Gene que codifica a fosfotransferase de neomicina 
PCR - Reacção de polimerização em cadeia (“Polymerase Chain Reaction”) 
PEG - Polietilenoglicol 
PVP - Polivinilpirrolidona 
RNA - Ácido ribonucleico 
TBE - Tampão tris-boro EDTA 
T-DNA - Região transferida de DNA do plasmídeo Ti  
TDZ - Thidiazuron 
Ti - Plasmídeo inductor de tumors (“Tumor inducing”) 
WPM - Woody Plant Medium 
X-Gal - 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 
Zea – Zeatina 
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1. Introdução  
Em Portugal, as florestas ocupam cerca de um terço do território nacional, o que 
corresponde a 3,4 milhões de hectares. Os produtos florestais fornecem matéria-prima para 
várias indústrias, representando 10% das exportações nacionais e gerando 113 mil 
empregos directos (PEFC Portugal, 2010). Os produtos florestais, como madeira e papel, 
representam 3% do produto interno bruto mundial, sendo assim fonte de sustento e receita 
para muitas comunidades a nível mundial. 
 As indústrias que utilizam produtos florestais encontram-se em desenvolvimento 
constante, tornando-se cada vez mais exigentes e competitivas. Neste contexto, são 
necessárias estratégias que aumentem ou melhorem a produtividade florestal (Golle et al., 
2009). Dentro das soluções possíveis, o melhoramento convencional apresenta várias 
desvantagens como a baixa variabilidade existente em espécies florestais, dificuldade no 
controlo de processos de polinização e fecundação, a necessidade de grandes áreas de 
plantação, incompatibilidade sexual e o ciclo de vida longo, o que torna este procedimento 
difícil e demorado. Outras abordagens baseadas em ferramentas da biotecnologia, 
nomeadamente a transformação e produção de plantas transgénicas, constituem uma 
alternativa válida a ser explorada. Recorrendo a esta metodologia muitas das dificuldades, 
descritas anteriormente podem ser ultrapassadas, viabilizando assim ganhos consideráveis 
na qualidade dos produtos finais. Isto é possível devido à maior rapidez, previsibilidade, 
precisão e grande conhecimento dos genes introduzidos, característicos desta técnica 
(Gepts, 2002; Studart-Guimarães et al., 2003; Sartoretto et al., 2008). 
Em termos de melhoramento de espécies florestais, os principais objectivos são: o 
aumento da biomassa, aumento da produtividade (madeira, fibras, energia renovável); 
alterações das propriedades químicas da madeira (teor de lenhina e celulose); modificações 
das propriedades físicas da madeira (ângulo das fibras, espessura da parede); resistência a 
doenças; tolerância a stresses abióticos (seca, salinidade, etc); melhoria na capacidade 
fotossintética e dos caracteres fisiológicos; uso em biorremediação; a produção de 
compostos farmacêuticos e; alterações na arquitectura da árvore (ramos, nós, intercepção 
da luz), entre outros (Grattapaglia, 2008). 
Um dos mais importantes géneros, e onde a transformação genética é mais 
desejável, é o género Eucalyptus (apenas algumas espécies). Os principais produtos, com 
grande interesse económico, são a madeira, pasta de papel, madeira para produção de 
carvão ou como fonte de energia e folhagem, usada na indústria farmacêutica e cosmética 
devido à abundância em óleos essenciais (Albuquerque, 2009). 
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Figura 1 – Diagrama simplificado 
demonstrando as relações entre Eucalyptus, 
Angophora e Corymbia (adaptado de 
Rozefelds 1996) 
1.1. O género Eucalyptus 
O nome do género deriva do grego (eu – bem; kalypto – cobrir) devido ao 
característico opérculo que cobre as flores imaturas. O género Eucalyptus compreende mais 
de 700 espécies, embora apenas 50 destas sejam economicamente relevantes 
(Albuquerque, 2009) e tem como centro de 
origem a Austrália e regiões próximas de Timor, 
Indonésia, Papua Nova Guiné, Molucas, Irian 
Jaya e sul das Filipinas, numa faixa 
compreendida entre as latitudes 9N e 44S 
(Eldrige et al. 1993). Este género pertence à 
família Myrtaceae e está dividido em 8 
subgéneros, com o subgénero 
Symphyomyrthus a representar a maioria das 
espécies do género. Dois destes subgéneros 
(Corymbia e Blakella) foram formalmente separados do género Eucalyptus e estudos de 
análise a caracteres morfológicos e moleculares identificaram duas grandes linhagens: uma 
compreendendo o género Angophora e Corymbia e outra com todos os subgnéneros de 
Eucalyptus (Figura 1, Rozefelds, 1996; Alves, 2005). 
As árvores do género Eucalyptus são conhecidas pelo seu crescimento rápido, 
capacidade de desenvolvimento numa numa variedade vasta de climas e solos e pela 
qualidade da madeira, tanto para produtos sólidos como para a produção de pasta de papel. 
As flores são monoicas com polinização cruzada na maioria dos casos, dependente de 
vectores como insectos. Os frutos maduros são cápsulas lenhosas que contêm várias 
sementes. A maturidade de reprodução está associada à transição da folhagem jovem para 
adulta, mas a idade em que ocorre varia entre as diferentes espécies (Pinto, 2007).  
As espécies de Eucalyptus estão entre as mais plantadas em todo o mundo, tendo 
sido sugerido por Eldrige et al. (1993) que as mais importantes são E. grandis, E. 
camaldulensis, E. tereticornis e E. globulus entre outras.  
Eucalyptus grandis é uma espécie nativa da costa leste da Austrália, embora se 
tenha disseminado por 4 continentes, com mais de meio milhão de hectares plantados em 
regiões tropicais e subtropicais. Estima-se que a área mundial coberta por plantas do género 
Eucalyptus totaliza 20 milhões de hectares (GIT Forestry, 2008), tornando-se assim uma das 
mais importantes espécies comerciais de eucalipto. Existem programas de plantação em 
massa na República da África do Sul e Brasil (Meskimen e Francis). No Brasil esta espécie 
é maioritária, em conjunto com E. urophylla e E. saligna e respectivos híbridos 
interespecíficos (Alves, 2005).  
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Tabela 1 (esquerda) e Tabela 2 (direita) – Produtos e serviços disponíveis para a espécie 
Eucalyptus grandis. Legenda:  = potencialmente adequado;  = muito adequado. 
Fonte:http://www.dpi.nsw.gov.au/__data/assets/pdf_file/0005/356081/Eucalyptus-grandis.pdf 
 
A floresta de eucaliptos corresponde a 20,6% do total de florestas, o que 
corresponde a mais 647 mil hectares em Portugal (PEFC, 2010). Eucalyptus globulus é a 
espécie mais frequente, enquanto no Brasil os eucaliptais ocupam mais de dois terços de 
uma área plantada de 4,8 milhões de hectares (Studart-Guimarães et al., 2003), sendo as 
espécies E. grandis e E. urophylla as mais comuns, entre outras (Queiroz et al. 2010). Em 
Portugal foram introduzidas cerca de 250 espécies de eucalipto desde o século XIX 
(Albuquerque, 2009), sendo uma delas Eucalyptus grandis. No entanto, de acordo com os 
dados obtidos pela Autoridade Florestal Nacional e pelo Ministério da Agricultura, do 
Desenvolvimento Rural e Pescas, publicados em Diário da República (Art.º 1º e ANEXO II 
do Decreto-Lei nº 565/99), esta espécie não indígena tem apenas interesse para 
arborização, com ocorrência rara. 
As árvores de Eucalyptus grandis são de grande porte (altura varia entre 45 a 55 
metros) e, quando crescem em condições favoráveis, apresentam uma das produtividades 
mais significativas dentro das plantações de eucaliptos (Eldridge et al., 1993). A espécie E. 
grandis é descrita como sensível a geadas severas mas apresenta uma resistência relativa 
ao deficit hídrico. A madeira proveniente destas árvores é considerada leve e fácil de 
trabalhar. No entanto, por ser uma árvore de crescimento rápido, esta madeira pode 
apresentar vários defeitos quando submetida a secagem e processamento, como distorções 
(dificulta os planos de corte de uma peça de madeira) e rupturas (ocorrem devido à 
existência de tensões que se sobrepõem à resistência dos tecidos lenhosos) (Galvão e 
Jankowsky, 1985). Uma descrição das diferentes aplicações e produtos resultantes da 
exploração desta  espécie são descritos nas Tabelas 1 e 2. 
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As árvores de Eucalyptus grandis são diplóides (2n = 22), e com um genoma de 
tamanho aproximado de 691 Mbp. O genoma de Eucalyptus grandis (clone BRASUZ1) já foi 
sequenciado (Myburg et al., 2011) estando a maioria dos dados disponíveis para consulta 
online (www.eucagen.org). Prevê-se a publicação da sequência completa do genoma ainda 
no corrente ano de 2012. A disponibilização da sequência do genoma desta espécie 
(genoma de referência) constitui uma ferramenta essencial no âmbito de estudos de 
genómica comparativa a ser aplicada em programas de melhoramento dentro do género 
Eucalyptus (Myburg et al., 2011). 
1.2. Micropropagação 
A elevada importância económica das características da madeira de Eucalyptus leva 
à necessidade da propagação clonal dos genótipos de interesse, ou seja, a multiplicação 
vegetativa de plantas de modo a garantir a constância das características que se pretendem 
para Eucalyptus. Existem várias técnicas de propagação, como a estaquia, enxertia, 
miniestaquia e microestaquia, mas a técnica que se destaca, pelas suas inúmeras 
vantagens, é a micropropagação (Watt et al., 1995; Xavier et al., 1997). A micropropagação 
tem o potencial para obter taxas de multiplicação muito elevadas em curtos intervalos de 
tempo, sendo assim fundamental para programas de melhoramento, principalmente em 
espécies recalcitrantes como o Eucalyptus. Esta técnica depende muito de factores como o 
tipo, origem e condição fisiológica do explante, meios de cultura e, em especial, do tempo de 
exposição do explante aos reguladores de crescimento, além da idade e diferenciação do 
tecido do explante e capacidade de resposta destes (Tang et al., 2004). 
  A propagação clonal de Eucalyptus iniciou-se nos anos 60, tendo-se, entretanto, 
obtido vários protocolos e optimização de protocolos de regeneração de plantas completos. 
Segundo Le Roux e Van Staden (1991) entre 1968 e 1991 apenas 30 das 204 publicações 
submetidas incluíam protocolos de regeneração de plantas. Desde então até 2003, 29 de 65 
novas publicações reportaram regeneração de plantas, demonstrando assim um crescente 
interesse em novos e melhorados protocolos de regeneração (Watt et al., 2003).  
De acordo com Le Roux e Van Staden (1991) foram estabelecidas culturas 
assépticas in vitro de Eucalyptus a partir de diferentes tipos de explante (sementes, 
plântulas, meristemas, flores, etc.), com origem juvenil ou adulta. O meio MS (Murashige e 
Skoog, 1962) é o mais utilizado, sendo também comum aplicar um rácio de 
auxinas/citocinas muito baixo para crescimento apical (Watt et al., 2003). No entanto 
continuam a existir vários problemas nas culturas in vitro de Eucalyptus, como a 
hiperhidricidade, senescência e oxidação devido à presença de fenóis (Pinto, 2007). Neste 
contexto, muitos dos trabalhos desenvolvidos ultimamente e trabalhos futuros baseiam-se 
na optimização da eficiência de protocolos de cultura in vitro ou na criação de novos 
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protocolos para as diferentes espécies de Eucalyptus. A existência de uma metodologia 
eficiente de cultura in vitro é crucial para o desenvolvimento de protocolos de regeneração e 
aplicação de estratégias de engenharia genética (Tournier et al., 2003; Poke et al., 2005). 
1.3. Engenharia genética em plantas 
A Biotecnologia é a integração das ciências naturais e engenharia para promover a 
aplicação de organismos, células, tecidos ou análogos moleculares para obtenção de 
produtos e serviços (Federação Europeia de Biotecnologia, 1989). 
Durante muitos séculos foram feitos melhoramentos em várias plantas, 
principalmente em espécies agrícolas, através de cruzamentos selectivos e hibridação, ou 
seja, pela polinização controlada entre plantas. A biotecnologia vegetal permite uma 
extensão deste melhoramento tradicional, permitindo a transferência de maior variedade de 
informação genética de forma mais precisa e controlada (Monsanto, 2012; 
www.monsanto.co.uk). Esta tecnologia encontra-se em constante desenvolvimento e já se 
registaram inúmeros avanços tecnológicos (Flavel, 2004), em especial desde que foram 
apresentadas as primeiras plantas transgénicas, de tabaco, em 1983. Este evento é 
considerado por muitos como o início simbólico da era da engenharia genética em plantas, 
revelando uma grande potencialidade e promissoras possibilidades (Stewart, 2008). A 
engenharia genética permite a transferência de apenas um ou alguns genes de interesse. 
Estes genes de interesse podem ter origem na própria espécie ou em espécies não 
relacionadas, o que aumenta a disponibilidade de genes para melhoramento (Chan, 2010). 
A maior vantagem do uso desta ferramenta é permitir o desenvolvimento de variedades com 
as características benéficas pretendidas, sem que se manifestem outras não desejáveis 
(Monsanto, 2012; www.monsanto.co.uk). 
O melhoramento genético, por engenharia genética, em espécies florestais teve o 
seu maior desenvolvimento a partir da década de 1950, a nível mundial, o que tem 
contribuído significativamente para a produção silvícola (Golle et al., 2009). As técnicas de 
melhoramento tradicional aliadas às técnicas biotecnológicas, como a cultura de tecidos, 
utilização de marcadores moleculares, transformação genética, entre outras, permitiram a 
obtenção de genótipos com maior produtividade e qualidade em espécies florestais 
(Sartoretto et al., 2008). 
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1.4. Regeneração in vitro 
A cultura in vitro de tecidos baseia-se no facto de que as células vegetais têm a 
capacidade de regenerar uma nova planta, ou seja, são totipotentes. Diferentes explantes 
como protoplastos, células individuais, folhas, caules, flores raízes, entre outros, podem ser 
utilizados de modo a gerar uma nova planta em meio de cultura com os nutrientes e os 
reguladores de crescimento mais adequados. As suplementações adicionadas dependem 
das diferentes respostas que se pretendem dos explantes, nomeadamente crescimento 
apical, formação de calo, formação de embriões somáticos, desenvolvimento de raízes 
adventícias entre outras. Existem duas vias para a regeneração de plantas através de uma 
ou mais células totipotentes: a organogénese e a embriogénese somática. Estas duas vias 
de regeneração diferem em vários aspectos, sendo ambas respostas a diferentes rácios de 
reguladores de crescimento. 
1.4.1. Embriogénese somática 
A embriogénese somática é o processo pelo qual células ou tecidos somáticos se 
diferenciam e desenvolvem dando origem a um embrião sem ocorrência da fusão de 
gâmetas (Rodriguez et al., 1995). O embrião somático passa pelos mesmos estádios de 
estádios característicos do desenvolvimento de embriões zigóticos associados ao 
desenvolvimento de uma nova planta. A embriogénese somática e a zigótica apresentam 
grandes semelhanças na morfologia do embrião, no padrão de expressão de genes e 
proteínas permitindo que a embriogénese somática possa ser utilizada como modelo para 
estudo das diferentes etapas do desenvolvimento da embriogénese (Linacero et al., 2001). 
Muitos dos genes, e respectivas proteínas, expressos durante este processo de 
embriogénese somática são descritos como genes de resposta a stress, o que leva muitos 
autores a considerar que a embriogénese somática é uma resposta extrema ao stress 
(Dudits et al., 1995). A embriogénese somática pode ainda ser utilizada como modelo para 
estudos básicos de fisiologia e bioquímica do desenvolvimento vegetal, e numa vertente 
mais aplicada, para propagação clonal visando a conservação e o melhoramento genético 
das espécies (Steiner et al., 2008). 
As várias vantagens da ES são: a) obtenção de grande quantidade de embriões 
somáticos, b) possibilidade do uso de biorreactores, o que leva à redução dos custos por 
unidade produzida, c) a possibilidade do desenvolvimento sincronizado dos embriões, d) 
necessidade de pequenos espaços para este tipo de propagação, e) bipolaridade dos 
embriões, f) possibilidade de ser utilizada como modelo para vários tipos de estudos e a  g) 
possibilidade de uso como ferramenta integrada em programas de melhoramento genético 
(Konan et al., 2005). No entanto pode apresentar desvantagens como a variação 
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somaclonal, ocorrida após sucessivos subcultivos, e a dificuldade de obtenção de plantas 
em cultivo, devido às dificuldades de aclimatação (Lakshmanan et al., 2005). 
De acordo com Steiner e colaboradores (2008) ocorrem duas fases diferentes 
durante o processo de embriogénese somática: indução e multiplicação, e maturação. Na 
fase de indução podem ocorrer dois padrões básicos: o modelo directo, onde os embriões 
têm origem directa no explante utilizado, sem formação de um estádio e/ou tecido 
intermediário - calo -; e o modelo indirecto, no qual os embriões surgem a partir de um 
tecido intermediário caloso que apresenta células em diferentes fases de desenvolvimento e 
diferenciação. Esta primeira de indução é despoletada por diferentes rácios de reguladores 
de crescimento, nomeadamente auxinas e citocininas. Na fase de multiplicação o nível de 
auxinas deverá ser muito baixo e na fase de maturação deverá ser inexistente, dando assim 
origem a embriões somáticos maduros. As auxinas actuam durante o crescimento celular ao 
estimular a acidificação da parede, que resulta na extensibilidade desta e ao induzir a 
transcrição de RNAs mensageiros que codificam proteínas associadas ao crescimento 
celular (Richard et al., 2002). As citocininas participam no crescimento celular, 
nomeadamente ao nível da divisão celular, dominância apical, formação e regeneração de 
tecidos e desenvolvimento vascular (Kurakawa et al., 2007). Na fase de maturação são 
manipulados o tipo e concentração de reguladores de crescimento, principalmente agentes 
de maturação como o ABA, agentes osmóticos (como PEG) e carvão activado 
(Lakshmanan, 2006). Estes agentes são importantes para simular a dissecação necessária 
à maturação dos embriões por criação de um gradiente osmótico (PEG), actuar ao nível da 
síntese de proteínas de resposta ao stress (ABA) ou para adsorver moléculas inibidoras da 
maturação ou reguladores de crescimento residuais (carvão activado) (Macedo, 2010). 
No género Eucalyptus, o processo de embriogénese somática foi descrito pela 
primeira vez em 1980, por Ouyang et al., onde foi conseguida a embriogénese somática e 
regeneração de plantas a partir do híbrido “E. x liechow”, obtendo-se calos a partir de 
plântulas (segundo Le Roux and Van Staden 1991). Desde então muitos outros trabalhos 
foram descritos, em várias espécies como E. globulus (Trindade, 1996; Bandyopadhyay et 
al., 1999; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002; Oller et al., 2004; Pinto et al., 2006; Pinto et 
al., 2008; Andrade et al., 2011), E. grandis (Watt et al. 1991), E. dunni (Termignoni et al. 
1996), E. nitens (Bandyopadhyay et al. 1999), E. tereticornis (Prakash e Gurumurthi 2005) e 
E. camaldulensis (Prakash e Gurumurthi, 2010). 
Mais recentemente Pinto et al. (2008) estudaram vários factores que poderiam estar 
associados às baixas taxas de indução da embriogénese somática em Eucalyptus globulus. 
Concluíram que o tipo de meio (os melhores resultados foram obtidos com o meio MS e B5) 
e os agentes antioxidantes podem afectar a embriogénese somática. A maioria dos 
8 
 
antioxidantes utilizados decresciam o potencial de embriogénese somática enquanto apenas 
o DTE, carvão activado e nitrato de prata reduziram o escurecimento, resultante da oxidação 
dos explantes. 
Prakash e Gurumurthi (2010) avaliaram os efeitos de outros factores, como o tipo e 
idade dos explantes, combinações de factores de crescimento e a força do meio, na 
regeneração e embriogénese somática de E. camaldulensis. Os melhores resultados de 
formação de calo foram obtidos com meio MS e 1mg/L de NAA, observando-se também que 
a idade dos explantes influencia este parâmetro, já que se verificaram melhores resultados 
com explantes mais jovens. Relativamente ao tipo de explantes foram os embriões zigóticos 
que apresentaram melhores resultados de desenvolvimento de calos. Também foram 
avaliados os efeitos das diferentes concentrações de sacarose, força do meio e presença de 
ABA na maturação dos embriões somáticos e germinação, observando-se que o número de 
embriões maduros aumentava com as concentrações mais baixas de ABA, que as 
concentrações mais elevadas de sacarose estão associadas a uma taxa inferior de 
embriões somáticos maduros e que esta mesma taxa era mais elevada com maiores 
diluições do meio. 
Em 2011, Andrade et al. estudaram a embriogénese somática como ferramenta 
potencial para melhoramento de espécies florestais, em E. globulus. Ao avaliar o tipo de 
explante observaram que, como previamente reportado para outras espécies, quando 
utilizados cotilédones ou hipocótilos não se obtia resposta embriogénica, observando-se 
apenas formação de calos e raízes. No entanto, quando se usavam embriões zigóticos 
como explantes, 5 a 20% destes apresentavam formação de embriões somáticos 
globulares, após transferência para meio de expressão. Os dados obtidos de taxas de 
indução são consistentes com os dados adquiridos anteriormente, demonstrando a 
importância do genótipo. Conseguiram ainda concluir que a presença de raízes e pêlos 
radiculares ocorreu em todos os tratamentos realizados e que, ao adicionar diferentes 
vitaminas ao meio MS não havia diferenças na resposta embriogénica. A principal conclusão 
deste trabalho é a evidente reproducibilidade do protocolo anteriormente utilizado, indicando 
também a importância do genótipo nas condições de cultura no sucesso da indução. 
1.4.2. Organogénese 
A regeneração de plantas pode também ocorrer por organogénese, ou seja, a 
formação de estruturas unipolares (gemas caulinares ou radiculares adventícias) a partir de 
células somáticas (morfogenéticas). Ao contrário do que se observa em embriogénese 
somática, o sistema vascular destas estruturas está associado ao do explante original 
(Thorpe, 1994) e a origem das gemas é maioritariamente multicelular (Thorpe, 1990; 
Guidolin, 2003). Tal como descrito para a embriogénese somática, a resposta dos explantes 
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está dependente da presença de reguladores de crescimento, nomeadamente do rácio entre 
a concentração de citocininas e auxinas, aplicadas exogenamente (Moreira-Dias et al., 
2000; Stewart 2008). Estas substâncias podem afectar vários mecanismos celulares ou 
modificar a síntese, degradação, activação, sequestro ou mesmo o transporte de 
reguladores de crescimento endógenos (Gasper et al., 1996), tendo assim uma importância 
fundamental na competência dos tecidos morfogenéticos (Kerbauy, 1999). As citocininas 
promovem a divisão celular e estimulam a iniciação e o crescimento de gemas adventícias, 
sendo 6-benzylaminopurina, ou BA, a citocinina mais adequada para indução de gemas 
adventícias (Beyl 2000; Girijashankar, 2012). Os reguladores de crescimento naturais, como 
BA, são metabolizados mais rápido e facilmente em plantas do que os reguladores de 
crescimento sintéticos, o que pode levar ao aumento da eficiência da regeneração 
(Grattapaglia e Machado, 1998). 
Além da presença e concentrações dos reguladores de crescimentos aplicados 
exogenamente, o sucesso da organogénese está dependente de muitos outros factores 
como o genótipo, o tipo, idade e tamanho dos explantes, os meios de cultura e as condições 
de cultura (Thorpe, 1994; Moreira-Dias et al., 2001; Silva et al., 2005). 
O processo organogenético ocorre em três fases: numa primeira fase as células 
tornam-se competentes, desdiferenciando-se de seguida. Numa terceira fase dá-se a 
rediferenciação e morfogénese, independente da presença de reguladores de crescimento 
exógenos (Sugiyama, 1999).  
A organogénese pode ser directa ou indirecta.  Na organogénese directa a formação 
de gemas ocorre directamente a partir do tecido utilizado como explante, sem fase 
intermédia de produção de calo. Este sistema de regeneração tem sido principalmente 
usado para propagação clonal (Stewart, 2008). 
Na organogénese indirecta, a formação de gemas ocorre indirectamente após uma fase de 
produção de calo (massas de células indiferenciadas), ou seja, a gema tem origem no calo e 
não directamente das células do explante. A indução de organogénese indirecta não garante 
fidelidade clonal, mas pode ser o sistema ideal para a multiplicação em massa. A 
organogénese indirecta é o sistema de regeneração tipicamente mais utilizado para a 
produção de plantas transgénicas. 
A complexidade do processo organogenético, a dependência de múltiplos factores para o 
seu sucesso e a necessidade de melhoramente genético florestal em espécies do género 
Eucalyptus continuam a motivar muitos dos estudos mais recentes.  
Em 2012, Brondani e colaboradores procederam a estudos de regeneração in vitro 
em Eucalyptus grandis, com o objectivo de compreender os efeitos da presença de boro e 
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cálcio na indução de gemas adventícias. Neste estudo foram utilizados segmentos nodais 
como explante e ao fim de 60 dias de cultura em meio MS suplementado com diferentes 
combinações de boro e cálcio, os autores concluíram que estas concentrações 
influenciaram o controlo organogénico in vitro nesta espécie, favorecendo a indução de 
gemas (Brondani et al., 2012). 
  Ouyang e colaboradores (2012) descreveram a regeneração eficiente via 
organogénese no híbrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis. Segmentos de caule 
foram utilizados como explante, bem como meio MS, suplementado com N-fenil-N'-[6-(2-
clorobenzotiazol)-il] ureia (PBU), um derivado sintético de fenil-ureia utilizado como 
regulador de crescimento com actividade semelhante à das citocininas, e IAA. Os autores 
concluíram que o PBU pode ser um regulador de crescimento útil, já que os dados indicam 
que estimularam produção de cali mais vigorosos e menos oxidados, produzindo mais 
gemas adventícias. 
Girijashankar (2012) apresentou recentemente um novo protocolo de regeneração in 
vitro em Eucalyptus camaldulensis via organogénse directa, usando segmentos nodais 
como explante e meio MS suplementado com BAP e NAA. A importância deste trabalho foi a 
optimização deste sistema, por manipulação dos reguladores de crescimento, tipo de 
explante e tipo de meio de cultura,em E. camaldulensis, potenciando assim a minimização 
da ocorrência de variações somaclonais (Girijashankar, 2012). 
1.5. Transformação genética em plantas 
A definição mais aceite de transformação genética de plantas é a “introdução de 
transgenes em células, tecidos ou órgãos vegetais, por aplicação de meios directos ou 
indirectos desenvolvidos pela biologia molecular e celular” (Jenes et al., 1993), mas apenas 
os eventos integrativos, confirmados por análise genética e molecular, é que são 
correctamente designados por transformação genética (Potrykus, 1991; Birch, 1997).  
Para o sucesso da transformação genética são necessários vários requisitos, 
nomeadamente:  
a) material vegetal com capacidade de transformação e regeneração;  
b) disponibilidade de marcadores de selecção ou genes repórter sem efeitos adversos na 
regeneração das células transformadas; 
c) existência de um sistema de regeneração eficaz que permita a obtenção de um elevado 
número de plantas transformadas; 
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d) período de tempo curto para a recuperação de plantas transgénicas, de modo a minimizar 
os efeitos indesejáveis provenientes da variação somaclonal em sistemas de cultura de 
células de longo prazo; 
e) método de transformação (idealmente) independente do genótipo, potenciando a eficaz 
transformação de diferentes variedades (Christou, 1994). 
Os métodos de introdução de DNA em plantas são variados e dependem 
principalmente do material escolhido para o estudo (Stewart, 2008). Esses métodos podem 
ser directos (físicos ou químicos), como biolística, microinjecção, electroporação, 
transformação de protoplastos, mediada por PEG (polietilenoglicol) ou fosfato de cálcio e 
transformação e transformação com fibras de carbeto de sílicio (Afroz, 2010); ou indirectos, 
onde a introdução de DNA é mediada por um vector biológico, como é exemplo a 
transformação por Agrobacterium. Este método é usado preferencialmente para a produção 
de plantas transgénicas, excepto em plantas (como algumas monocotiledóneas) 
recalcitrantes à infecção por estas bactérias, recorrendo-se então a técnicas de biolística 
(Wadl, 2005; Stewart, 2008). 
  A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria Gram-negativa do solo, naturalmente 
patogénica, que causa uma doença denominada “galha da coroa”, promovendo a formação 
de tumores nas zonas de infecção em várias espécies de plantas dicotiledóneas Durante a 
infecção o T-DNA (“transfer DNA”), um segmento móvel do plasmídeo Ti, é transferido para 
o núcleo da célula da planta e integrado no seu genoma (Wadl, 2005). 
A transformação mediada por Agrobacterium oferece várias vantagens como a 
possibilidade da transferência de uma ou poucas cópias de um fragmento de DNA contendo 
o gene de interesse, com maior eficácia e menores custos, quando comparado com os 
métodos de transferência directa de genes como a biolística e a electroporação (Afroz, 
2005). A eficiência da transformação é influenciada por uma série de factores como o 
genótipo vegetal usado, o tipo de explantes, o tipo de vector e plasmídeo, estirpe bacteriana, 
adição de compostos fenólicos sintéticos indutores dos genes de virulência 
(acetosseringona), composição do meio de cultura e danos nos tecidos vegetais (Uranbey et 
al., 2005; Afroz, 2010). A estabilidade do processo de transformação necessita, na grande 
maioria dos casos, da ocorrência de dois processos biológicos independentes: a inserção 
estável do transgene no genoma da planta e a regeneração das células transformadas, 
produzindo assim plantas transgénicas não-quiméricas. 
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Tabela 3 – Resumo de alguns trabalhos realizados no âmbito da transformação de 
várias espécies do género Eucalyptus. 
A necessidade da obtenção de plantas transgénicas, por diferentes metodologias, e 
a elevada importância económica do género Eucalyptus justificam os vários trabalhos que já 
foram publicados com diferentes espécies, representadas na Tabela 3. A obtenção de 
plantas transgénicas de Eucalyptus poderá potenciar a melhoria da qualidade ou quantidade 
dos produtos florestais obtidos, o que tem grande interesse para as indústrias dependentes 
destes como matéria-prima. 
 
A título de exemplo, Dibax e colaboradores (2010) descrevem a transformação da 
Eucalyptus saligna mediada pelo Agrobacterium tumefaciens. Com o objectivo de aumentar 
a resistência ao frio nesta espécie, os autores introduziram no genoma desta planta o gene 
P5CSF129A, que codifica uma enzima chave na biossíntese de prolina (P5CS) .As plantas 
transgénicas apresentavam folhas com concentrações de prolina quatro vezes superiores às 
verificadas nas plantas não transformadas, enquanto nas raízes não se verificaram 
alterações. Este foi o primeiro estudo em que a organogénese foi induzida a partir de 
explantes cotiledonares e foliares em E. saligna, tendo os autores conseguido obter uma 
eficiência de transformação de 0,5%. 
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Em 2011, Alcantara et al. descreveram a organogénese e transformação transiente 
no híbrido E. grandis × E. urophylla, usando diferentes tipos de explantes e condições, o que 
permitiu a avaliação dos factores que afectam a transformação genética. As melhores 
condições para a expressão do gene integrado, o gene repórter uidA, foram obtidas com 3 
dias de co-cultura com a bactéria e mediante a adição de acetoseringona nos meios de pré 
e co-cultura. 
Também em 2011, Deepika e colaboradores elaboram um protocolo optimizado para 
a regeneração e transformação genética para genótipos clonais do género Eucalyptus. Para 
alcançar este objectivo, os autores avaliaram o efeito do genótipo na regeneração de gemas 
adventícias transgénicas, usando oito clones de Eucalyptus e avaliaram os efeitos da adição 
de PVP, observando minimização da oxidação dos compostos fenólicos libertados pelos 
tecidos (potencia taxas de regeneração de tecido transgénico mais elevadas).  
1.6. Objectivos 
O objectivo do presente trabalho é contribuir com novo conhecimento e novas 
metodologias que permitam a regeneração e transformação em Eucalyptus grandis, uma 
vez que é uma das espécies de Eucalyptus com maior interesse económico a nível mundial. 
Pretende-se que estes novos dados possam contribuir para o desenvolvimento de um 
método de regeneração e transformação eficiente nesta espécie. 
Neste contexto, os principais objectivos deste trabalho são a regeneração, via 
embriogénese somática ou organogénese, e transformação mediada por Agrobacterium 
tumefaciens de Eucalyptus grandis. Os objectivos específicos são: 
- O estudo do potencial da espécie para regeneração via embriogénese somática, através 
da manipulação de diferentes factores: tipo de explante, combinação de reguladores de 
crescimento, tipo de meio, força do meio e tipo de agente solidificante. 
- O estudo do potencial da espécie para regeneração via organogénese, através da 
manipulação de factores como a combinação de reguladores de crescimento, tipo de meio e 
condições de luminosidade 
- Transformação de explantes foliares e regeneração de tecidos transgénicos, optimizando-
se, para tal, a concentração necessária de canamicina para selecção destes. 
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2. Materiais e métodos 
2.1. Material vegetal e condições de crescimento 
2.1.1. Micropropagação 
Neste trabalho foram utilizadas culturas in vitro de Eucalyptus grandis, genótipo BRZ1, 
gentilmente cedidas pelo Doutor Jorge Paiva, Instituto de Investigação Científica Tropical, 
Lisboa. Os rebentos de E. grandis (BRZ1) são mantidos e micropropagados assepticamente 
em meio de micropropagação (MS (Murashige e Skoog, 1962), 30g/L de sacarose, 0,5g/L de 
PVP e 7g/L de microagar, sendo o pH ajustado para 5,8; após autoclavagem os meios foram 
suplementados com 0,2mg/L de BA e 0,01mg/L de NAA) através da subcultura de 
segmentos caulinares (entrenós), em intervalos regulares de 4 semanas. As culturas in vitro 
foram mantidas em câmara de crescimento (PHYTOTRON EDPA 700, ARALAB) com 
fotoperíodo de 16 horas e luz fluorescente branca com 100 µmol.m-2.s-1 e temperatura 
dia/noite de 24/22°C. 
 Todos os meios de cultura utilizados neste trabalho foram esterilizados por 
autoclavagem a 110°C durante 30 minutos. Todos os reguladores de crescimento e o 
antioxidante DTT foram esterilizados por filtração (filtros de 0,2μm Whatman). 
2.1.2. Embriogénese somática  
As culturas foram iniciadas utilizando como explantes folhas e segmentos de caules 
provenientes de plântulas micropropagadas e com segmentos de raízes obtidas por 
organogénese (obtidas 2 meses após inoculação de folhas e segmentos de caule em meio 
MS suplementado com NAA 2mg/L ou 3mg/L). 
Neste ensaio, os explantes foram inoculados em meio sólido para a indução de 
embriões somáticos (meio basal, 30g/L sacarose, 5mg/L de DTT, pH= 5,8 e agente 
solidificante). Para cada condição testada foram usados três a dez explantes por placa, 
sendo efectuadas três réplicas técnicas (placas). Foram testadas duas formulações de 
meios de cultura base (MS (Murashige e Skoog, 1962) e WPM (Lloyd e McCown, 1980)), 
diferentes agentes gelificantes (7g/L microagar ou 2g/L gelrite) e diferentes concentrações e 
combinações de reguladores de crescimento, descritas na tabela 6. 
A indução de embriogénese somática nos tratamentos T1 a T29 foi feita em 
condições de escuridão (23ºC) durante 30 dias, findo os quais os explantes foram 
transferidos para novo meio de cultura (MS ou MS/2), sem suplementação de reguladores 
de crescimento. Nos tratamentos T40 a T46, submeteram-se os explantes a escuridão, 
durante 2 semanas, sendo 2 das 3 réplicas transferidas posteriormente para câmara de 
15 
 
crescimento (fotoperíodo de 16 horas e luz fluorescente branca com 100 µmol.m-2.s-1 e 
temperatura dia/noite de 24/22°C. 
2.1.3. Organogénese  
As culturas foram iniciadas utilizando folhas excisadas de plântulas 
micropropagadas. Os explantes foram inoculados em meio sólido para a indução de 
organogénese (meio basal, 30g/L sacarose, 5mg/L de DTT, pH= 5,8 e 2g/L de microagar). 
Para cada condição testada foram usados 10 explantes, sendo efectuadas 3 réplicas 
técnicas (placas). Foram testadas duas formulações de meios de cultura base (MS 
(Murashige e Skoog, 1962) e WPM (Lloyd e McCown, 1980)), suplementado com 7g/L de 
microagar e diferentes concentrações e combinações de reguladores de crescimento, 
descritas na tabela 8. 
Para a indução de organogénese, os explantes foram submetidos a escuridão, 
durante 2 semanas, sendo posteriormente transferidos para câmara de crescimento 
(fotoperíodo de 16 horas e luz fluorescente branca com 100 µmol.m-2.s-1 e temperatura 
dia/noite de 24/22°C. 
Dois meses após inoculação dos explantes, as plântulas regeneradas foram isoladas 
em frascos com o mesmo meio utilizado na micropropagação (MS ou WPM, suplementado 
com 30g/L de sacarose, 5mg/L de DTT (adicionado após autoclave) e 7g/L de microagar, 
com pH ajustado para 5,8; após autoclave foram suplementados com 0,2mg/L de BA e 
0,01mg/L de NAA). Aproximadamente após mês e meio, foram transferidas para meio de 
enraizamento (meio WPM, suplementado com 30g/L de sacarose e 7g/L de microagar, com 
pH ajustado para 5,8; após autoclave foram suplementados com 5mg/L de DTT, 0,01mg/L 
de BA e 0,5mg/L de NAA). 
2.2. Optimização da concentração de canamicina usada em 
transformação 
Para avaliar qual a concentração de canamicina adequada para a selecção de 
tecidos transgénicos de Eucalyptus grandis, foram utilizados explantes provenientes de 
rebentos micropropagados in vitro. Estes foram inoculados em meio de indução de raízes 
(MS, 30g/L sacarose, 5mg/L de DTT, 2mg/L de NAA, 7g/L de microagar, pH=5,8) 
suplementado com concentrações crescentes de canamicina: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 e 
100mg/L. Os explantes foram colocados em condições controladas de escuridão (câmara de 
crescimento a 23ºC). O meio foi renovado semanalmente, para manutenção da pressão 
selectiva. O efeito da canamicina sobre a capacidade de regeneração de raízes bem como 
viabilidade dos explantes foi avaliado após 30 dias.  
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2.3. Transformação de Eucalyptus grandis  
A estirpe EHA105 de Agrobacterium tumefaciens (Hood et al., 1993) foi seleccionada 
e usada em todas as experiencias de transformação descritas. Para optimizar o protocolo de 
transformação foram utilizadas células de A. tumefaciens transformadas com o plasmídeo  
pMP2482 (Quaedvlieg et al., 1998). Este plasmídeo contém a fusão dos genes gusA::intr e 
gfp, sobre controlo do promotor CaMV35S, com sequências enhancer de iniciação 
duplicadas.  
2.4. Confirmação da presença da construção p35sGusInt GFP em A. 
tumefaciens 
A confirmação da presença do plasmídeo pMP2482, em Agrobacterium tumefaciens 
EHA105 foi testada via amplificação por PCR. Nas colónias contendo o plasmídeo de 
interesse, deverá ser visualizado um produto de amplificação de 900bp correspondendo a 
uma parte da sequência do gene gus. 
Foi feito um riscado com a finalidade de isolar colónias de EHA105. Uma vez 
isoladas, foram retiradas amostras, com um palito, e inocularam-se placas de petri com 25ml 
de meio LB sólido, suplementado com 100mg/L de canamicina e 50mg/L de rifampicina, 
submetidas a câmara escura a 27ºC, durante aproximadamente 3 dias. Seis colónias 
individualizadas foram testadas para a presença de parte da sequência do gene gus por 
PCR. As colónias foram inoculadas em tubos Falcon com 5ml de meio LB líquido, 
suplementado com 100mg/L de canamicina e 50mg/L de rifampicina, colocados em agitação 
(200rpm), a 27ºC durante 2 dias. Os reagentes e as condições para a amplificação por PCR 
estão descritos nas Tabelas 4 e 5. Como template foram usados 5 ou 1µl (amplificação 1 e 
2, respectivamente) de suspensão bacteriana. Os produtos de amplificação foram 
visualizados após electroforese. Os géis para electroforese foram preparados com agarose 
a 2% diluída em tampão Tris-Borato EDTA (TBE: 1mM de EDTA, 44,6um de ácido bórico, 
ph=8) 0,5x. De forma a avaliar a dimensão dos produtos de amplificação foi utilizado o 
marcador de pesos moleculares 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™, EUA). As corridas 
foram efectuadas sob uma voltagem de 100V, durante aproximadamente 20 minutos. Para a 
visualização dos produtos amplificados sob luz UV adicionou-se 10µl/L de SYBR Safe. As 
fotografias foram capturadas com recurso ao sistema Gel Doc 1000 da BioRad® (EUA) e 
respectivo software. 
2.5. Análise PCR 
O segmento de DNA, de aproximadamente 900bp, que corresponde a parte da 
sequência do gene gus, foi amplificado combinando os primers e com os vários reagentes 
17 
 
Tabela 5 – Programa definido para a amplificação por PCR. São discriminados os tempos e 
temperaturas necessários a cada fase do processo. 
descritos na Tabela 4. A sequência dos primers é 5’ CAAGGCACTAGCGGGACTTT 3’ 
(primer forward) e 5’ GCCATGCACACTGATACTCTTC 3’ (primer reverse). Foi usado, como 
controlo positivo, uma solução com o plasmídeo pMP2482, com a mesma construção 
utilizada na transformação; como controlo negativo utilizou-se a mistura de reacção sem 
template.. A reacção deu-se num termociclador Biometra ® UNO II, com o programa de 
PCR descrito na Tabela 5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6. Preparação de Agrobacterium tumefaciens para transformação  
Após confirmação da presença do plasmídeo de interesse, uma das colónias 
seleccionadas foi inoculada em meio 5ml de LB líquido, suplementado com 100mg/L de 
canamicina e 50mg/L de rifampicina. Após uma incubação às escuras overnight, a 28ºC e 
em agitação de 200rpm, a cultura bacteriana foi diluída 1:100 em meio LB e novamente 
incubada overnight nas condições descritas anteriormente. Para precipitar as células, a 
cultura foi centrifugada durante 7 minutos a 5000rpm e o precipitado bacteriano foi 
ressuspenso em meio de cultura MS líquido, suplementado com 100µM de acetoseringona e 
2mg/L de NAA. As bactérias foram ressuspendidas em meio de cultura até atingir uma 
densidade óptica de aproximadamente A600nm=1,5 (Ultrospec 4000, Pharmacia Biotech). 
Para activação dos mecanismos de virulência do A. tumefaciens, a cultura bacteriana foi 
incubada 30 minutos ao escuro, antes de proceder à infecção dos explantes vegetais. 
Tabela 4 – Volume utilizado dos reagentes para a reacção e amplificação por PCR. 
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2.7. Co-cultura de explantes foliares e Agrobacterium tumefaciens 
Para a transformação, foram utilizados explantes foliares provenientes de plantas 
micropropagadas in vitro. Os explantes foram colocados em papel absorvente esterilizado, 
humedecido com água bidestilada estéril, para evitar desidratação dos tecidos, e foram 
feitos cortes perpendiculares ao veio central da folha, usando um bisturi previamente 
mergulhado na suspensão de EHA105, sendo posteriormente transferidos para meio de 
indução de raízes (MS sólido, suplementado com 5mg/L de DTT, 2mg/L de NAA) e 100 µM 
de acetoseringona. Aproximadamente 130 explantes foliares foram co-cultivados com 
A.tumefaciens contendo o plasmídeo pMP2482 e 20 foram mantidos não infectados como 
controlo da experiência de transformação. 
2.8. Selecção de tecidos transgénicos e indução de raízes  
Após co-cultura de 7 dias, em câmara de crescimento a 23ºC, no escuro, os 
explantes foram transferidos para meio de indução de raízes suplementado com 10mg/L de 
canamicina para selecção para tecidos transgénicos e 500mg/L de carbenicilina, para 
eliminação da bactéria. As culturas foram mantidas em câmara de crescimento ao escuro, a 
23ºC, durante aproximadamente 2 meses. As culturas foram subcultivadas para novos 
meios semanalmente para manutenção da pressão selectiva sobre os explantes até à 
obtenção de raízes. Como controlo para avaliar a eficácia do método de selecção e 
processo de regeneração de raízes, submeteram-se folhas não infectadas às mesmas 
condições de pressão selectiva, descritas anteriormente. 
2.9. Detecção da expressão da construção inserida 
2.9.1. Análise histoquímica da actividade da β- glucuronidase   
A análise da actividade da β- glucuronidase (GUS) foi feita de acordo com o 
procedimento descrito por Jefferson et al. (1987), usando como substrato X-GlcA (ácido 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónido). Utilizou-se uma solução consituída por 1mM X-
GlcA diluído em 50 mM buffer de fosfato de sódio, a pH 7.0, 10 mM EDTA e 0.1% (v/v) de 
Triton X-100). Os explantes infectados e não infectados foram submersos com esta solução, 
procedendo-se à infiltração por vácuo, a 0,6 bar durante aproximadamente 30 minutos. A 
reacção foi incubada a 37ºC, numa câmara húmida, durante 24 horas. O excesso de 
clorofila foi removido dos explantes com etanol a 70% (v/v). 
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2.9.2. Detecção da expressão de GFP 
Os explantes que demonstraram regeneração de raízes foram analisados por 
microscopia de fluorescência. Como controlo negativo, observaram-se segmentos de raízes 
obtidos de plântulas regeneradas enraizadas (raízes não transformadas com a construção 
anteriormente descrita. Tanto as raízes transgénicas como as raízes controlo foram 
observadas com um microscópio de epifluorescência equipado com filtros de excitação e 
emissão (filtro de excitação 480/40nm; filtro de barreira B2A). 
A detecção da expressão da GFP foi feita recorrendo a um microscópio invertido de 
epifluorescência (Nikon TE2000-S, Tokyo), com câmara de vídeo acoplada. As imagens 
digitais capturadas foram processadas pelo software de análise de imagens Image-Pro Plus 
7.0 (MediaCybernetics, Bethesda, MD). 
2.10. Análise de resultados e registo fotográfico 
Todos os resultados obtidos foram analisados com uma lupa Leica MZ6 e o registo de 
fotografias ampliadas foi feito numa lupa Leica WILD MZ8, com câmara acoplada (Leica DC 
200), com o software Leica IM50. A aquisição de imagens fotográficas digitais foi efectuada 
com auxílio de uma Fujifilm FinePix S3300. 
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3. Resultados 
3.1. Embriogénese somática 
Todas as observações, resultados e fotografias foram recolhidas um mês após a 
inoculação dos explantes nas condições a testar. A resposta dos explantes aos tratamentos, 
tanto sobre a forma de formação de calos como a formação de raízes, sendo calculadas as 
percentagens de formação de calos e/ou raízes (percentagem de explantes em que ocorreu 
proliferação de calos ou de raízes). Estes dados estão descritos na Tabela 6. Os resultados 
obtidos referentes a uma quantificação visual do grau de desenvolvimento de calo, raízes e 
formação de embriões somáticos estão esquematizados na Tabela 7.  
3.1.1. Indução de calos  
De acordo com a Tabela 6 e 7, não foi observada a formação de calos apenas nos 
tratamentos T1, T6, T11, T16 (sem suplementação de reguladores de crescimento) (Fig.2b), 
T12 e T17 (suplementação com BA). Os tratamentos com maior proliferação de calos foram 
os meios que incluíam concentrações de NAA entre os 0,5 e 3mg/L (Fig. 2c, 2d, 2e, 2f e 2h). 
Este efeito positivo no desenvolvimento de calo é observado quer o NAA seja aplicado 
individualmente (Figura 2c e 2d) ou quer em combinação com 2,4-D (Fig.2e) ou 2,4-D e 
zeatina (Fig.2f e 2h). O aumento da concentração de NAA parece potenciar o grau de 
proliferação de calo. Também a percentagem de formação de calos é maior nestes 
tratamentos, aproximando-se de 100% em todos os meios e tipo de explantes testados, com 
excepção dos tratamentos T21, T22, T24, T27, T28, T29, T40, T42 (quando utilizados 
explantes foliares). Os melhores resultados em formação e desenvolvimento de calos 
obtiveram-se nos tratamentos T4 (Fig.2e), T5 (Fig.2f e 2h), T9 e T10. As percentagens de 
formação de calo aproximam-se de 100% e o desenvolvimento dos calos é bom (++++) ou 
muito bom (+++++). Não se observaram diferenças significativas entre tratamentos com 
agentes solidificantes diferentes (MS com microagar ou gelrite) ou diferenças relativas 
referentes ao tipo de explante utilizado. 
Nos tratamentos T21, T22, T44, T23, T45, T24, T25 e T26, não se observa 
desenvolvimento considerável dos calos, à excepção dos calos que cresceram em T45, T46 
e T24 (concentrações de 2,4-D mais elevadas), apresentando desenvolvimento razoável a 
bom. Entre estes tratamentos (T21, T22, T44, T23, T45, T24, T25 e T26) observam-se 
diferenças ao nível do tipo do explante: os explantes caulinares apresentam melhores 
desenvolvimentos de calos. 
O desenvolvimento de calos mais fraco observou-se nos tratamentos suplementados 
apenas com zeatina (T27, T28 e T29) e em T13 e T18 (0,05mg/L de BA e 0,1mg/L de IBA).  
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Tabela 6 – Percentagem de resposta associada à formação de calos e raízes nas diferentes 
condições experimentais testada para indução da embriogénese somática. 
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Verificou-se ainda que a resposta dos dois tipos de explante em T27, T28 e T29 era 
diferencial, obtendo-se maiores percentagens de formação de calos em explantes 
caulinares. 
3.1.2. Organogénese de raízes  
Observou-se em vários tratamentos a organogénese de raízes, maioritariamente de 
origem indirecta (raízes com origem em calos). Em alguns tratamentos com meio WPM 
(microagar), onde o desenvolvimento de calos é inferior devido à exposição a fotoperíodo 
durante 2 semanas, verificaram-se alguns casos de organogénese de raízes.   
A formação de raízes ocorre em todos os tratamentos suplementados com NAA, 
nomeadamente T2, T7 (Fig.2d) e T42 (2mg/L de NAA), T3 (Fig.2c) e T8 (3mg/L de NAA). 
Não se observaram diferenças significativas entre tratamentos com diferentes meios, à 
excepção de T42, já que este foi submetido a condições de luminosidade diferentes. A 
combinação de NAA e 2,4-D (T4, T9, T14, T15, T19, T20 e T43) (Fig.2e) ou NAA, 2,4-D e 
Zea (T5 e T10) (Fig.2f e 2h) parece afectar a formação de raízes, quando comparados com 
os tratamentos suplementados apenas com NAA. Em T4, T9, T14, T19 e T43 o 
desenvolvimento de raízes é muito fraco (+) ou fraco (++), enquanto em T15 e T20 o 
desenvolvimento de raízes é razoável (+++). Em T5 e T10 não se verifica formação de 
raízes. 
Nos tratamentos T13 e T18 (0,05mg/L de BA e 0,1mg/L de IBA) o desenvolvimento 
de raízes é muito fraco. Em T44 (0,5mg/L de 2,4-D) e T45 (1mg/L de 2,4-D), verificam-se 
percentagens de organogénese de 30 e 70%, respectivamente, embora o crescimento das 
raízes seja muito fraco (+). 
Quando se finalizaram todos os ensaios, não se verificaram diferenças entre os calos 
submetidos, durante o último mês de cultura, a meio MS ou MS/2 (meio MS com 50% da 
força). 
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Tabela 7 – Dados obtidos da resposta dos explantes nas diferentes condições, em ensaios 
de embriogénese somática. Legenda: 0 = não há evidência; + = desenvolvimento muito 
fraco; ++ = desenvolvimento fraco; +++ = desenvolvimento razoável; ++++ = bem 
desenvolvido; +++++ = muito bem desenvolvido; NT = não testado. 
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Figura 2 – Micropropagação e ensaios de embriogénese somática. a. Plântulas micropropagadas. b. 
Tratamento T11, sem adição de reguladores de crescimento (controlo); estão representados os 3 tipos 
de explantes: radicular (à esq.), caulinar (à dir.) e foliar (em baixo). c. d. e. f. T3 (NAA 3mg/L), T7 (NAA 
2mg/L), T4 (NAA 1mg/L + 2,4-D 1mg/L) e T5 (NAA 1mg/L + 2,4-D 1mg/L + Zea 0,1mg/L), 
respectivamente, 1 mês após inoculação. g. T23 (2,4-D 1mg/L), 2 meses após inoculação em 
pormenor (10x). h. TratamentoT5, 2 meses após inoculação. 
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Resumindo, os resultados mostraram que os tratamentos considerados ideais para a 
indução de embriogénese somática são os tratamentos T5 (Fig.2f e 2h) e T10 
(suplementação com 1mg/L de NAA, 1mg/L de 2,4-D e 0,1mg/L de Zea). Estes tratamentos 
foram seleccionados devido à resposta calogénica dos explantes (caulinares e foliares) e 
ausência de organogénese de raízes. Embora também apresentem boa proliferação de 
calos, os tratamentos suplementados com 2 e 3mg/L de NAA (Fig.2c e 2d) foram 
seleccionados como óptimos para organogénese de raízes. Estas condições foram 
posteriormente utilizadas para os ensaios de sensibilidade à canamicina e na transformação 
genética, com vista à produção de raízes transgénicas. 
Após 2 meses de inoculação, observou-se, na maioria dos tratamentos, um aumento 
da oxidação dos calos (coloração acastanhada ou mesmo preta nos calos), não se 
verificando diferenças entre tratamentos expostos a fotoperíodo ou mantidos em escuridão 
(Fig.2g e 2h). Em alguns calos verificaram-se pontos avermelhados ou pequenos pontos 
esverdeados 
Não se observaram, em nenhum dos tratamentos, quaisquer estruturas que 
pudessem indicar a formação de embriões somáticos. 
3.2. Organogénese 
A resposta dos explantes foliares aos tratamentos, tanto sobre a forma de 
proliferação de calos como a obtenção de gemas adventícias, está resumida na Tabela 8. 
Os resultados obtidos do desenvolvimento de calo e formação de gemas adventícias estão 
esquematizados na Tabela 9. 
3.2.1. Indução de calos  
De acordo com os dados das Tabelas 8 e 9, todos os tratamentos desenvolveram 
calos, apresentando percentagens de formação entre os 80 e 100%. Estes valores 
demonstram a elevada capacidade de resposta dos explantes foliares nas condições 
estabelecidas para proliferação de calos. No entanto o crescimento destes calos é, segundo 
a Tabela 9, muito fraco (+) em todos os tratamentos. Os valores mais elevados de 
percentagem de formação de calos observam-se nos tratamentos T34 e T39, enquanto os 
valores mais baixos de resposta dos explantes se verificam nos tratamentos T33 e T38 
(Fig.3c). Em ambos os casos os valores mais elevados observaram-se em meio WPM.  
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Tabela 8 – Dados obtidos de taxa de formação de calos (em percentagem de explantes) e 
número de gemas adventícias obtidas, em ensaios de organogénese. 
Tabela 9 – Dados obtidos da resposta dos explantes nas diferentes condições, em ensaios 
de organogénese. Legenda: + = desenvolvimento muito fraco. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2. Indução e desenvolvimento de gemas adventícias  
De todos os tratamentos apenas T35 e T36 não obtiveram quaisquer gemas 
adventícias, enquanto os tratamentos com maior número de gemas adventícias formadas 
foram T30 (Fig.3a e 3b), com 9 gemas em 30 explantes, e T38 (Fig.3c e 3d), com 8 gemas  
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Figura 3 – Ensaios de organogénese e regeneração de plantas. a. Tratamento T30 (NAA 1mg/L + 
BA 2mg/L); observa-se um agregado de gemas (seta branca) e uma gema mais desenvolvida, 1 
mês após inoculação (25x) b. T30, 1 mês e meio após inoculação (6,3x). c. d.  T38 (NAA 0,5mg/L 
+ BA 2mg/L), 1 mês (10x) e 1 mês e 2 dias (25x) após inoculação, respectivamente. e. f. plântulas 
regeneradas e enraizadas, provenientes de T38. g. meio de cultura evidenciando o enraizamento 
das plântulas. 
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em 60 explantes. A maioria das gemas adventícias observadas tinha origem no calo (Fig.3a, 
3b e 3c). 
3.3. Optimização da concentração de canamicina usada em 
transformação 
No controlo sem adição do antibiótico, ocorreu proliferação de calos, não muito 
desenvolvidos, e a percentagem de organogénese de raízes é de 100% (n=30), 
corroborando os resultados obtidos nos ensaios de embriogénese somática nestas mesmas 
condições (Fig.4a). Cada explante deu origem a, pelo menos, duas raízes. No tratamento 
com 5mg/L de canamicina (Fig.4b) a percentagem de organogénese é de 16,7%, e o 
desenvolvimento destas raízes foi reduzido comparativamente ao controlo. Quando 
expostos à concentração de 10mg/L de canamicina (Fig.4c), os explantes apresentam uma 
percentagem de organogénese de apenas 3,3%, e crescimento muito fraco da raíz. Nas 
restantes concentrações testadas (15, 20, 25, 50 e 100mg/L), não se verificou proliferação 
de calos ou organogénese de raízes. 
Estes resultados indicam a concentração de 10mg/L como a ideal para a selecção de 
raízes transgénicas. 
 
 
 
  
Figura 4 – Ensaios de sensibilidade à canamicina. a. Controlo (0mg/L de canamicina + 2mg/L NAA). 
b. Tratamento com 5mg/L de canamicina. c. Tratamento com 10mg/L de canamicina. 
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Figura 5 – Transformação de Eucalyptus grandis. a. Detecção da actividade de GUS; folha 
não infectada, à esquerda, e folha infectada com EHA105, à direita; cluster de células 
transformadas (seta preta) (12,5x). b. Pormenor do cluster de células transformadas (32x). 
c1. d1. e1. Microscopia com luz visível de raízes regeneradas após, aproximadamente, 2 
meses após a co-cultura e inoculação (200x, 200x e 40x, respectivamente). c2. d2. e2. 
Microscopia de fluorescência das imagens correspondentes, anteriormente indicadas. 
3.4. Transformação 
3.4.1. Regeneração e selecção dos tecidos transgénicos  
Um mês e meio após a co-cultura surgiu o desenvolvimento de raízes sob pressão 
selectiva. Em 130 explantes, apenas 3 explantes apresentaram desenvolvimento de raízes 
potencialmente transgénicas (obteve-se regeneração em apenas 3 em 130 explantes). 
Estima-se assim que a eficiência da transformação nas condições testadas é de 2,3%. 
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3.4.2. Análise histoquímica da actividade da β-glucuronidase  
Após os 7 dias de co-cultura, detectou-se a actividade da β-glucuronidase (formação 
de precipitado azul nas células que a expressam) junto de uma das regiões de feridas do 
explante infectado com o A. tumefaciens contendo plasmídeo pMP2842 (Fig.5a, à direita e 
5b). Também foram observados focos de expressão do gene gus em áreas não afectadas 
por ferimentos. Nos explantes não infectados não se detectou actividade da enzima (Fig.5a, 
à esquerda). 
3.4.3. Detecção da expressão de GFP 
As raízes de controlo negativo (não infectadas com A. tumefaciens) não 
apresentaram qualquer fluorescência, quando observadas em microscopia de 
epifluorescência (λex= 480/40nm). Ao observar as raízes regeneradas em explantes 
infectados, verificou-se a emissão de fluorescência verde, demonstrando a expressão da 
GFP nestas raízes (Fig.5c, 5d e 5e). Este resultado confirma que as raízes regeneradas a 
partir de explantes infectados são transgénicas. 
 
  
32 
 
4. Discussão 
Os principais objectivos deste trabalho são a regeneração, via embriogénese 
somática ou organogénese, e transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens de 
Eucalyptus grandis.  
Foram estudadas mais de 30 condições diferentes para obtenção de ES, a partir de 
diferentes explantes, mas o objectivo não foi alcançado. Os dados recolhidos permitem 
averiguar a resposta dos explantes aos diferentes tratamentos, especialmente ao nível da 
proliferação de calos e organogénese de raízes. A regeneração por organogénese foi 
testada em 10 condições diferentes, com sucesso em 80% dos tratamentos (obtenção de 
gemas adventícias e plântulas). O isolamento das plântulas regeneradas em condições de 
crescimento apical e, posteriormente, em condições de enraizamento, resultou na obtenção 
de plantas completas de Eucalyptus grandis. A organogénese de raízes, verificada em 
alguns dos tratamentos testados, conduziu à possibilidade do estudo da transformação em 
E. grandis, com o objectivo de regenerar raízes transgénicas. Os ensaios de transformação 
mediada por Agrobacterium tumefaciens de explantes foliares e posterior regeneração de 
raízes foram bem sucedidos, conseguindo-se uma eficiência de transformação de 2,3%. 
 
4.1. Regeneração 
4.1.1. Embriogénese somática 
A regeneração por ES em Eucalyptus spp. depende de vários factores, como o meio 
de cultura e as concentrações e combinações de reguladores de crescimento testados 
(Pinto et al. 2008). Os requisitos de reguladores de crescimento para a indução de calos ou 
de embriogénese somática variam mesmo entre espécies no género Eucalyptus (Prakash e 
Gurumurthi, 2010), o que reflecte a necessidade de estudos em cada espécie 
individualmente. Outros factores que podem contribuir para a indução de ES, indução de 
calos (ES indirecta) e eficácia do processo são o tipo de agente gelificante, condições de luz 
e temperatura, tipo e idade do explante, presença de antioxidantes ou outros factores 
bioquímicos como a adição de aminoácidos ou extractos de outras plantas e o genótipo dos 
explantes (Deo et al. 2010). 
Para a maioria das espécies, a presença de auxinas é o principal factor associado à 
indução e proliferação de embriões somáticos, embora também possa inibir o 
desenvolvimento dos mesmos (Jimenez, 2005). Em Eucalyptus, o uso de auxinas para 
induzir a embriogénese somática foi reportado em Eucalyptus citriodora (Muralidharan & 
Mascarenhas, 1987), E. dunnii (Termignoni et al., 1996), E. globulus (Nugent et al., 2001; 
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Pinto et al., 2002), E. tereticornis (Prakash e Gurumurthi, 2005) e E. camaldulensis (Prakash 
e Gurumurthi, 2010). No presente trabalho utilizaram-se várias concentrações e 
combinações com NAA, 2,4-D, Zea, BA e IBA. Nenhuma das condições testadas resultou 
em embriogénese somática, o que pode indicar a maior recalcitrância de Eucalyptus 
grandis, comparativamente às outras espécies de Eucalyptus. Esta observação está em 
concordância com a bibliografia, uma vez que a maioria dos trabalhos descritos se baseiam 
na regeneração desta espécie por organogénese. O processo de regeneração por 
embriogénese somática em Eucalyptus grandis foi reportado por Watt et al. (1991). Foram 
utilizados explantes foliares, inoculados em meio MS suplementado com 2,4-D, sob 
condições de escuridão, a 25ºC, obtendo-se embriões somáticos e plantas regeneradas. 
Como auxina sintética, 2,4-D é um dos compostos mais eficazes para a indução de ES, já 
que actua como regulador de crescimento e indutor de stress (associado à indução de ES) 
(Fehér et al., 2003). Nos ensaios efectuados no presente trabalho repetiram-se as condições 
descritas por Watt et al. (1991), mas não se verificaram os resultados esperados. Esta 
incongruência poderá ser explicada pelo diferente genótipo, já que o sucesso da 
regeneração in vitro em espécies lenhosas é fortemente dependente do genótipo 
(Gozukirmizi et al.,1998), ou pela idade dos explantes (no presente trabalho utilizaram-se 
folhas com aproximadamente um mês). A regeneração de raízes em tratamentos com NAA 
foi reportada por Pinto et al. (2002) em Eucalyptus globulus. Estes resultados foram 
confirmados no presente trabalho, onde se verificou que a quase totalidade dos tratamentos 
com suplementação de NAA (individual ou em combinação) apresentaram desenvolvimento 
de raízes. A proliferação de raízes foi mais evidente em tratamentos suplementados apenas 
com NAA, enquanto a combinação de NAA com 2,4-D reduziu a frequência e 
desenvolvimento de raízes. Este resultado poderá indicar um efeito potencialmente inibitório 
de 2,4-D sobre a organogénese de raízes. Esta conclusão é confirmada por Estelle e 
Somerville (1987), em Arabidopsis thaliana, ao reportarem a influência inibitória da presença 
de 2,4-D no desenvolvimento e alongamento de raízes. Os tratamentos com combinação de 
NAA, 2,4-D e Zea não apresentam regeneração de raízes, o que pode indicar um efeito 
inibitório aditivo entre 2,4-D e Zea. Esta citocinina também já foi reportada como inibidora do 
desenvolvimento de raízes em trigo, linho e pepino (Stanlid, 1982). Relativamente à 
proliferação de calos, e de acordo com os resultados obtidos por Pinto et al. (2002), em E. 
globulus, verifica-se maior proliferação de calos em tratamentos com NAA, seguidos pelos 
tratamentos com 2,4-D. Os tratamentos suplementados apenas com zeatina, BA e 
combinação de BA e IBA (baixa concentração de auxina) revelaram proliferação de calos 
nula ou muito fraca, uma vez que, em Eucalyptus spp, é a presença de auxinas que 
promove a indução de calos (Pinto et al., 2002). 
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De acordo com vários estudos com Eucalyptus spp, o meio MS é o mais indicado 
para a indução de ES (Watt et al., 1991; Nugent et al. 2001; Pinto et al., 2002; Pinto et al., 
2004; Prakash e Gurumurthi, 2005; 2010). Também foi utilizado meio WPM (Lloyd e 
McCown, 1980), indicado para procedimentos in vitro, como micropropagação, em plantas 
lenhosas. Este meio foi utilizado por Noël et al. (2002) e Dai et al. (2003), onde reportaram a 
regeneração indirecta em Populus spp. No presente trabalho foram utilizados meio MS e 
WPM. Embora se verifiquem diferenças, tanto na proliferação de calos como na 
regeneração de raízes, não é possível comparar os resultados, uma vez que os tratamentos 
com meio WPM foram submetidos a condições de luz diferentes. A redução da 
concentração do meio (e, por conseguinte, dos nutrientes constituintes), pode levar ao 
aumento da frequência de ES (Nadel et al., 1990; Choi e Soh, 1996). No presente trabalho 
foram estudados os efeitos da diminuição da força do meio na indução de ES mas não se 
observaram diferenças entre estas condições.  
Outro parâmetro fundamental para o sucesso da regeneração in vitro é o tipo e idade 
do explante utilizado. Os explantes juvenis produzem mais embriões somáticos (Woodward 
e Puonti, 2001; Panaia et al., 2004) e diferentes tecidos de uma mesma planta-mãe podem 
ter respostas diferentes (Zhang et al., 2001). As concentrações de fitohormonas endógenas 
nos diferentes tipos de explantes podem ser uma das razões para as necessidades 
específicas de concentrações diferentes de reguladores de crescimento para ES (Deo et al., 
2010). Em Eucalyptus spp já foram utilizados, como explantes, embriões zigóticos 
(Muralidharan e Mascaranhas, 1987; Pinto et al., 2002; Prakash e Gurumurthi, 2005), 
cotilédones, hipocótilos (Nugent et al., 2001), rebentos (Termignoni et al., 1996) e folhas 
jovens (Watt et al., 1991). Em Populus spp, foram testados, como explantes, segmentos de 
caule (internodais), segmentos de raíz e folhas, para regeneração directa e indirecta de 
plantas (Tomovic e Kolevska-Pletikapic, 1991; Dai et al., 2003; Yadav et al., 2009). Nestes 
três trabalhos a regeneração foi bem sucedida, apresentando-se melhores resultados em 
explantes caulinares, seguidos dos foliares. Os piores resultados observaram-se em 
explantes radiculares. Estes resultados são confirmados no presente trabalho, onde foram 
usados os mesmos tipos de explantes e onde se verificaram respostas. Embora não tenha 
ocorrido ES em nenhum dos tratamentos, verifica-se que os segmentos caulinares 
apresentam maior proliferação de calos e as folhas apresentam maior proliferação de raízes, 
observando-se o oposto nos explantes radiculares.  
O efeito das diferentes condições de luz, na indução de ES, foi demonstrado, para 
plantas lenhosas em vários estudos (Cheong e Pooler 2004; Chung et al. 2005; Vila et al. 
2007). Em Eucalyptus globulus (Pinto et al., 2002, 2008) e E. citriodora (Muralidharan e 
Mascarenhas, 1995) a indução de ES e obtenção de embriões somáticos foi conseguida sob 
condições de escuridão. No presente trabalho a fase de proliferação de calos (durante 1 
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mês, após inoculação) foi sempre realizada ao escuro e, após este período de tempo, os 
tratamentos foram colocados em fotoperíodo ou permaneceram em escuridão. Em nenhum 
dos casos ocorreu proliferação de embriões somáticos, mas observaram-se diferenças ao 
nível dos calos. Um mês após exposição a fotoperíodo, os calos apresentaram coloração 
acastanhada (maior oxidação), alguns pontos avermelhados (acumulação de pigmentos, o 
que pode evidenciar stress) ou pequenos pontos esverdeados (evidência da produção de 
clorofila). 
A oxidação dos tecidos pode ser evitada ou reduzida por suplementação dos meios 
com antioxidantes, já que minimizam a morte celular resultante dos stresses aplicados aos 
explantes (Frame et al., 2002). Em Pinus patula, o estudo do efeito de vários antioxidantes 
na indução de ES permitiu concluir que apenas o DTT não demonstrou efeitos negativos 
(Malabadi e Van Staden, 2005). No presente estudo foi utilizado 5mg/L de DTT em todos os 
ensaios, para evitar ou diminuir a potencial oxidação do material vegetal. 
O tipo de agente gelificante não tem um papel directo na indução da ES, mas pode 
ter efeitos ao nível da vitrificação (hiperhidricidade) dos tecidos cultivados in vitro (Frack et 
al., 1998). Os dois tipos de agentes mais utilizados na cultura de tecidos vegetais são o 
agar, extraído de uma alga do género Laminaria, e gelrite, um polissacarídeo extracelular 
produzido por Pseudomonas elodea (Laine et al., 2000). Neste trabalho avaliaram-se os 
efeitos destes dois agentes gelificantes, mas não se observaram diferenças significativas 
entre os tratamentos. 
4.1.2. Organogénese 
Um dos principais objectivos deste trabalho era a regeneração de plantas de 
Eucalyptus grandis, o que foi conseguido através de condições promotoras de 
organogénese, em explantes foliares. Tal como na ES, o sucesso da organogénese in vitro 
também depende de vários factores, como a suplementação com reguladores de 
crescimento e o tipo de meio de cultura. Outros factores incluem as condições de luz, o 
agente gelificante e o tipo e idade do explante. Neste trabalho avaliaram-se apenas os 
efeitos da suplementação de dois tipos de meio (MS e WPM) com diferentes concentrações 
e combinações de reguladores de crescimento. A regeneração por organogénese apresenta 
duas fases distintas. Numa primeira fase ocorre a proliferação de calos (se for indirecta), 
indução de organogénese, produção de gemas e desenvolvimento de plântulas. Numa 
segunda fase as plântulas são isoladas em meio de enraizamento, de modo a permitir a 
regeneração de toda a planta (Oliveira et al., 2010; Garcia et al., 2011, Jana e Shekhawat, 
2011). 
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O principal regulador de crescimento para a regeneração de gemas adventícias in 
vitro é a citocinina BA (Guo et al., 2005; Xu et al., 2008), embora seja também necessária a 
adição de uma auxina, normalmente NAA ou 2,4-D. Há vários estudos que reportam a 
regeneração de plantas de Eucalyptus spp., por organogénese, com a suplementação de 
meio MS com diferentes concentrações de BA e NAA (Muralidharan e Mascarenhas 1987; 
Serrano et al., 1996; Hervé et al., 2001; Dibax et al., 2005; 2010; Degenhardt-Goldbach et 
al., 2011), BA e 2,4-D (Tournier et al., 2003; Alcantara et al, 2010; Aggarwal et al., 2010) ou 
BA e IAA (Hajari, 2004; Hajari et al, 2006). Em Eucalyptus grandis, Lainé e David (1994) 
descrevem a organogénese obtida por inoculação de folhas em meio G22 e R5, 
suplementado com BA e NAA. No presente trabalho estudou-se o efeito organogenético da 
presença de BA e NAA, em diferentes concentrações, e TDZ com NAA, em meio MS e 
WPM. Os únicos tratamentos onde não ocorreu organogénese foram T35 e T36, ambos em 
meio WPM. Estes resultados estão de acordo com a bibliografia (Muralidharan e 
Mascarenhas 1987; Serrano et al., 1996), onde se conclui a maior eficácia do meio MS, em 
detrimento do meio WPM. A frequência da proliferação de gemas adventícias e plântulas 
pode estar associada à concentração relativa dos reguladores de crescimento, pois verifica-
se que é mais elevada nas maiores concentrações de BA (Guo et al., 2005; Xu et al., 2008). 
 O desenvolvimento dos calos é muito fraco, em todos os tratamentos, provavelmente 
devido às condições de luminosidade a que foram sujeitos. Seibert et al. (1975) demonstram 
o efeito da intensidade e qualidade da luz na calogénese em Nicotiana tabacum, concluindo 
que algumas condições de luz podem ter efeito inibitório. A proliferação de calos, em tabaco, 
pode ser melhorada quando os explantes são expostos a escuridão (Huxter e tal., 2006). 
Uma vez regeneradas, as plântulas foram transferidas para meio de crescimento 
apical, durante um mês e meio, e finalmente transferidas para meio de enraizamento. O 
enraizamento em Eucalyptus spp. pode ser promovido pela suplementação de meio MS com 
baixas concentrações de auxinas, como NAA ou IBA (Sita e Rani, 1985; Azmi et al, 1997; 
Cid et al., 1999; Hajari, 2004; Hajari et al., 2006 ). No presente trabalho foi usada uma 
combinação de NAA e BA, resultando no enraizamento da maioria das plântulas isoladas. 
4.2. Transformação 
Neste trabalho é descrita a transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens e 
regeneração de raízes transgénicas, usando explantes foliares do genótipo BRZ1 de 
Eucalyptus grandis. Para tal foi utilizada a estirpe hipervirulenta EHA 105 (Hood et al., 
1993), que tem sido utilizada em vários estudos que reportam transformação em Eucalyptus 
spp. (Aggarwal et al., 2001; Dibax et al., 2010; Liu et al., 2010; Silva et al., 2011 Ouyang et 
al., 2012;. Como sugerido por Araújo et al. (2004) procedeu-se à co-cultura na escuridão, 
para evitar crescimento bacteriano excessivo.  
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O sucesso da regeneração de raízes depende do sistema de selecção dos tecidos 
transgénicos, sendo necessária a aplicação de uma concentração adequada de canamicina 
(raízes transgénicas apresentam resistência a este antibiótico porque o plasmídeo contém o 
gene nptII). A optimização da concentração de canamicina, apresentada neste trabalho, 
demonstra que a concentração 10mg/L é a mais indicada para a selecção de tecidos 
transgénicos. Esta concentração de canamicina tem sido variável para diferentes espécies 
de plantas lenhosas, incluindo em macieira (James et al., 1989), choupo (Fillatti et al., 1987) 
e nogueira (McGranahan et al., 1988). Em Eucalyptus camaldulensis, Mullins et al. (1997) 
reportaram o uso de 9 mg/L de canamicina, enquanto, para a mesma espécie, Ho et al. 
(1998) utilizaram 40mg/L de sulfato de canamicina. Em Eucalyptus tereticornis, Prakash e 
Gurumurthi (2009) reportaram o uso de 40mg/L e Aggarwal et al. (2011) utilizaram 50mg/L 
de canamicina para a selecção de plantas transgénicas. Draper et al. (1988) concluem que 
as raízes são mais sensíveis aos antibióticos, o que justifica a baixa concentração de 
canamicina necessária para a selecção e regeneração de raízes transgénicas, reportada no 
presente trabalho. 
As raízes regeneradas em meio de selecção de tecidos transgénicos apresentaram 
fluorescência, no comprimento de onda correspondente à GFP, quando excitadas a 480nm. 
As raízes utilizadas como controlo negativo não apresentaram quaisquer níveis de 
fluorescência basal, o que permite concluir que as raízes regeneradas eram transgénicas. 
A eficiência de transformação reportada neste trabalho é de 2,3% (percentagem de 
explantes em que ocorreu regeneração de raízes após transformação e inoculação em meio 
de selecção). Este valor está em concordância com outros estudos em Eucalyptus: Dibax et 
al., obtiveram uma eficiência de transformação de 0,5%, em E. saligna e Moralejo et al. 
(1998) apresentaram uma eficiência de transformação, em E. globulus, de 1,2%. 
4.3. Perspectivas futuras 
O insucesso da obtenção de embriogénese somática em Eucalyptus grandis, e o 
reduzido número de trabalhos, motivam a continuação do estudo deste método de 
regeneração nesta espécie. A embriogénese somática é o processo mais vantajoso para a 
regeneração de tecidos transgénicos pelo que, futuramente, se deve apostar na optimização 
de protocolos de indução de ES em E. grandis.  
Há vários factores que podem ser melhorados, para atingir este objectivo. O genótipo 
pode ser um factor limitante para o sucesso da ES. Rutledge e Douglas (1988) estudaram 
12 clones comerciais de choupo, concluindo que o genótipo do explante tinha mais 
influência na regeneração que a composição do meio. Neste contexto, em Eucalyptus 
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grandis, deverá proceder-se ao estudo da indução de ES em vários clones, de modo a 
aumentar a probabilidade de sucesso.  
A pressão osmótica, por pré-tratamento dos explantes (Shi et al., 2009) ou por adição de 
elevada concentração de sacarose no meio de indução de ES (Muralidharan e 
Mascarenhas, 1987) levaram ao aumento significativo da eficiência de formação de 
embriões somáticos. Tendo estes resultados em conta, em estudos futuros de ES em E. 
grandis deverá ser estudado o efeito da pressão osmótica, o que poderá potenciar este 
processo de regeneração. 
 Embora as concentrações e combinações de reguladores de crescimento, utilizadas 
neste trabalho, já tenham sido testadas anteriormente, o estudo da indução de ES sob 
influência de concentrações, combinações e tipos de reguladores de crescimento diferentes 
é também uma possibilidade. Outros factores que poderão ser estudados são as condições 
ambientais (temperatura, humidade e luminosidade), o pH do meio, adição de diferentes 
antioxidantes, tipos de explantes, suplementação com extractos de plantas ou adição de 
aminoácidos (Deo et al., 2010). 
 Na regeneração por organogénese, embora os resultados tenham sido muito 
positivos, poderá também proceder-se à optimização do protocolo aqui apresentado, através 
da manipulação de vários factores, mencionados anteriormente (para ES). Neste trabalho 
conseguiu-se obter regeneração de plântulas, posteriormente enraizadas, mas não se 
procedeu à aclimatização das plantas regeneradas. A obtenção de um protocolo optimizado 
para esta aclimatização poderá ser alvo de estudos futuros. 
 O sucesso da transformação de explantes foliares com a construção p35sGusInt 
GFP, embora de acordo com a bibliografia para espécies de Eucalyptus, poderá ser 
optimizado. Alguns dos factores que podem ser modificados são o ferimento e tipo de 
explantes, tempo de co-cultura e densidade óptica da cultura bacteriana (se estes valores 
forem elevados potencia-se o crescimento bacteriano excessivo, que pode causar danos 
nos explantes), temperatura na fase de infecção ou pH do meio. Há estudos que mostram 
que a constituição do meio de co-cultura (concentração de sais) também é fundamental para 
o processo de transformação (Gao e Bao, 2004). Hu et al. (2010) demonstraram que a 
redução da força do meio basal para 50%, em conjunto com a adição de L-cisteína e DTT, 
promoveu um aumento na frequência da expressão transiente do gene gus. A manipulação 
destes factores poderá potenciar aumentos na eficácia da transformação. 
Neste trabalho procedeu-se à transformação de explantes para obtenção de 
organogénese de raízes. Os resultados obtidos são positivos e poderão potenciar novos 
estudos envolvendo o sistema radicular desta espécie, uma vez que se prova, no presente 
trabalho, a possibilidade de transformação destes tecidos. Apesar de se ter conseguido 
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regenerar plantas por organogénese, não se procedeu a este protocolo de regeneração para 
explantes transformados, o que poderá ser um objectivo para estudos futuros, em 
Eucalyptus grandis.  
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